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Abstract
We studied genetic variations at the mitochondrial cytochrome b
(cyt b) gene in wild populations of the Medaka fish (Oryzias latipes)
from 58 sites of Yamagata prefecture by the polymerase chain reaction-
restriction fragment length polymorphisms (PCR-RFLPs). In addi-
tion, we determined the nucleotide sequences of cyt b from 13 speci-
mens and reconstructed a phylogenetic tree. Our results showed that,
in Yamagata prefecture, the wild populations of the Medaka fish were
mainly divided into two groups: One group distributed in the northern
coastal area and another distributed in the inland area. The boundary
between those areas was detected in Mamurogawa-machi, Sakekawa-
mura and Tozawa-mura.
Key words
Geographic variation, Oryzias latipes, mitochondrial DNA,Yamagata
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る（Brito et al.、1997；Meyer et al.、1990；Zardoya and Doadrio、1999）。
Matsudaら（1997）とTakeharaら（2003）は、ミトコンドリアDNA及びこ





















図 1. 野生メダカの採集地点。各地点の市町村名は表 1 に示す
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ドライアイス上でメスを用いて細断し、DNA Isolation Kit、G NOME（Q
biogene）を用いて総DNAを抽出した。
PCR法による cyt bの増幅
抽出した総 DNAを鋳型として、PCR法により cyt bを含む DNA断片
（1241bp）の特異的な増幅を行った。プライマーは、Cytb Fa（5’- AGG ACC
TGT GGC TTG AAA AAC CAC -3’）と Cytb Rva（5’- TYC GAC YYC
CGR WTT ACA AGA CCG –3’）を用いた（Takehara et al.、2003）。PCR
は全量を40µlとする反応系で行い、dNTPs 0.67mM、1×LA Taqバッファー
（TaKaRa）、LA Taq ポリメラーゼ 2.5 unit（TaKaRa）、それぞれのプライ
マー 0.25µM、鋳型DNA約 400 ngを混合し、94◦C 2分間の熱変性を行なっ




各個体からPCR法により増幅された cyt bを含むDNA断片を 4種類の制







PCR-RFLP 法による解析を行ったメダカのうち 13個体について、cyt b
塩基配列の決定を行った（表 1）。
塩基配列は、DYEnamic ET Terminator cycle sequencing premix kit（Amer-
sham Pharmacia Biotech.）を用い、PCR産物のダイレクトシークエンシン
グにより決定した。塩基配列の解読には ABI-PRISM 310 genetic analyzer
（Applied Biosystem）を使用した。プライマーは以下の 5種類を使用した。
CytbFa、CytbFb（5- CAA ATA TCA TTT TGA GGG GCC ACT GT-
3’）、CytbFd（5-CCC TAT TCT ACA CAC CTC TAA ACA ACG -3’）、
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表 2. 増幅された cyt b 遺伝子を含む DNA 断片（1241bp）の制限酵素による断片化パターン
表 3. 増幅された cyt b 遺伝子を含む DNA 断片（1241bp）の制限酵素による断片化パターンと cyt b 遺伝子ハ
プロタイプ
CytbRva、CytbRvd（5’-GCA TGT ATA TTC CGG ATT AGT CAG CCG
TA-3’）（Takehara et al.、2003）。
系統解析























A1には 27地点から採集された 28個体、A5には 28地点から採集された 31








域で確認された。Y1は余目町と藤島町の 3地点（図 1、図 2、表 1：番号 9、









イプA1の個体として 4地点（番号 1、4、26、32）から採集された 4個体、A5
の個体として 4地点（番号 31、34、41、45）から採集された 4個体、Y1の個
体として 3地点（番号 9、10、15）から採集された 4個体及びY2の個体とし
て 1地点（番号 16）から採集された 1個体を用いた。各個体の cyt bの全塩基
配列を決定し、Gene Bankに登録されている新庄（A1）、鶴岡（A4）及び山
形（A5）で採集された個体の cyt b塩基配列（accession number: AB084673、
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図 2. cyt b 遺伝子ハプロタイプの地理的な分布
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図 3. 山形県産野生メダカの cyt b 遺伝子ハプロタイプ間の類縁関係を示す NJ 法系統樹。( ) 内は PCR-RFLP
法により決定されたハプロタイプを示す。a、b、c はクラスターを示す。∗ ブートストラップ値は、50%以上の値
が得られたものについて示した。∗∗ 番号 15 の地点からは 2 個体を解析した。
N-J法による cyt bの遺伝子系統樹を図 3に示す。山形県内で採集された
メダカ 16個体のうち 13個体がクラスター a、クラスター b及びクラスター
cの 3つのクラスターを形成した。特に、クラスター aは 88%のブートスト
ラップ値で他のクラスターとの分岐が支持された。
クラスター aには、ハプロタイプが A5である 4地点（番号 31、34、41、





図 4. 山形県産野生メダカの cyt b遺伝子ハプロタイプ間の類縁関係を示す最節約法系統樹。( )内は PCR-RFLP
法により決定されたハプロタイプを示す。a、b、c はクラスターを示す。∗ ブートストラップ値は、50%以上の値
が得られたものについて示した。∗∗ 番号 15 の地点からは 2 個体を解析した。
域より内陸部側で採集された個体であった。
クラスター bには 4個体が含まれた。これらの個体のハプロタイプは、A1













































クラスター aに含まれた A5の 4個体は、全てこの 3町村の領域より以東ま
たは以南の県内陸部で採集された。このことから、県内陸部にはこの地域に
特有の集団が生息していると考えられる。また、この地域内においても、ク
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補遺 論文中の採集地点の番号と、山形県産めだか情報センターにより公表されている山形県めだか生息地マップ
の番号との対応を示す
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